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Figuren på forsiden: 
På figur 1 et eksempel på to tilfældige proteiner, der har dannet kompleks.  
http://martin-protean.com/img/HIVpi.png  
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Abstrakt  
 
Tidligere undersøgelser har påvist, at tumorsuppressorgenet, NDRG2, er nedreguleret 
i cancerceller, hvorimod antiapoptosegenet, API5, er opreguleret. Derfor er det 
betænksomt, at en kompleksdannelse mellem hNDRG2 og mAPI5 kan have en 
betydning for cancerceller, og herunder udvikling af en ny behandlingsform af cancer.  
Projektets formål er at undersøge, hvilken del af mAPI5, der kan danne kompleks 
med hNDRG2. Der blev undersøgt forholdsvis tre forskellige mAPI5-fragmenter; 
mAPI5 C-400 og C-369, som har leucin-zipper til forskel, og mAPI5 N-293, som er 
den korte version af mAPI5. 
Metoden der blev anvendt til kompleksdannelsen, er gær 2-hybridsystemet. 
Forsøgsresultaterne var overraskende negative, og der kan ikke konkluderes noget i 
og med, at der ikke skete nogen kompleksdannelse imellem hele mAPI5 og hNDRG2. 
Derimod fremkom vores superpositive kontrol imellem proteinet p53 og T-
antigenproteinet, samt vores negative kontrol, som kun indeholdte hNDRG2 og AD, 
som forventet.  
For at undersøge, om de rigtige proteiner blev brugt og om disse havde de rigtige 
størrelser, kunne der laves et western blot. Derudover kunne metoden ændres og i 
stedet for at bruge co-transformation, kunne forsøget udføres ved brug af mating. 
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Abstract 
Previous studies have shown that the tumorsuppressorgene, NDRG2, is 
downregulated in cancer cells whereas the antiapoptosis gene API5 is upregulated. 
Therefore it is considered that a complex formation between hNDRG2 and mAPI5 
could have an impact on cancer cells and the development of a new treatment against 
cancer.  
The purpose of this study is to investigate which part of mAPI5 forms a complex with 
hNDRG2.  Three different fragments of mAPI5 were studied; mAPI5 C-400 and C-
369 which differ by the leucine-zipper and mAPI5 N-293 which is the short version of 
mAPI5. 
A yeast 2-hybrid system was used as the method for the complex formation.  
The lab results were surprisingly negative and there cannot be made any conclusion, 
due to the lack of a complex formation between the entire mAPI5 protein and 
hNDRG2. However the super positive control between the p53 and the T-antigen 
protein as well as the negative control containing hNDRG2 and AD all occurred as 
expected.   
A western blot could have been preformed to ensure that the right proteins were used 
and that they had the right sizes. A different method could also have been used - 
instead of using co-transformation one could perform the experiment by using the 
mating method.  
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Forord 
 
For at kunne udføre forsøgene tilhørende projektet, har vi fået muligheden for at 
komme i et molekylærbiologisk laboratorium for at efterprøve vores hypoteser. 
Laboratorieforsøget blev udført på Roskilde Universitet, i Instituttet for Natur, System 
og Modeller, i bygning 15.2.  
 
 Vi vil gerne takke vores projektvejleder, Cathy Mitchelmore, for konstruktiv og 
grundig vejledning gennem projektperioden.  
Vi vil yderligere takke laboratorieoverassistent, Kirsten Olesen, for at assistere os 
med arbejdet i laboratoriet.  
Til sidst, men ikke mindst vil vi takke vores opponentgruppe og deres vejleder, 
Amalie Thit, for deres konstruktive kritik.  
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1 Læsevejledning 
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Vi har udarbejdet denne læsevejledning, for at give læseren en bedre forståelse for 
hvordan rapporten skal læses. 
 
1.1 KILDER  
De anvendte kilder, bøger og internethjemmesider vil være angivet som numeriske tal 
indsatte i firkantede parentes, som er opløftet. Disse talforkortelser henviser til en 
litteraturliste bagerst i rapporten.  
Eks. 
[1]
 
 
1.2 FORKORTELSER 
Forkortelser af ord vil være givet således, at vi starter med at skrive hele navnet af 
ordet, efterfulgt af parentes med tilhørende forkortelse. Hvorefter kun forkortelsen vil 
være brugt igennem resten af rapporten.  
Eks. N-myc Downstream Reguleret Gen (NDRG) – efterfølgende vil der kun 
anvendes NDRG. 
Dertil har vi udarbejdet en forkortelsesliste, som findes på side 51. 
 
 
1.3 ORDFORKLARINGER 
Ord, som er markeret med en stjerne, henviser til at ordet er forklaret i en alfabetisk 
ordliste, som findes bagerst i rapporten.  
Eks. Apoptose* 
 
1.4 NAVNE 
Bakterier og gærstammen: skrives med kursiv, eks. AH109 
Murine: Markeres med m, eks. mAPI5  
Humane: Markeres med h, eks. hNDRG2  
Gener: skrives med kursiv, stort for humane og småt for murine, eks. hNDRG2 og 
mapi5.  
Proteiner: skrives med stort, eks. NDRG2 
DNA-fragmenter: skrives med stort, eks. mAPI5-fragment  
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1.5 STOFFER, MEDIER, BUFFERE OG OPLØSNINGER 
Materialer fremhæves med et opløftet kors, som henviser til materialelisten i 
appendiks.  
Eks: Elution Buffer
† 
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2 Indledning 
 
Den danske befolkning rammes årligt af cirka 33.000 nye tilfælde af cancer og 
gennemsnitligt lever 230.000 danskere med en cancerdiagnose. I Danmark dør hvert 
år cirka 15.500 mennesker af en cancersygdom, som svarer til 43 mennesker om 
dagen 
[47]
. 
Cancer kan skyldes sammenspillet mellem en lang række forhold blandt andet miljø, 
livsstil og biologiske faktorer såsom arv, hormoner og cellemutationer
[51][52][53]
. De 
cellulære overlevelser er afhængige af den funktionelle balance mellem de faktorer, 
der favoriserer apoptose versus ekstracellulære og intracellulære overlevelsessignaler. 
Genet, E2-promoter bindende faktor (E2F), er med til at drive cellevækst. E2F sørger 
for at aktivere apoptose, hvis cellevæksten forøges. Antiapoptosegenet, Apoptose 
Inhibitor 5 (API5) hæmmer E2Fs aktivering af apoptose, hvilket medfører til 
forøgelse af cellevækst og hermed dannelsen af svulster 
[24]
. 
 
N-myc Downstream Reguleret Gen 2 (NDRG2) findes i alle væv, og er specielt højt 
udtryk i hjernen, og er særdeles nedreguleret eller slet ikke udtrykt i Glioblastoma*. 
Tidligere undersøgelser har vist, at genet har en tilknytning til cellevækst. Ydermere 
danner hNDRG2 kompleks med mange forskellige proteiner, hvoraf nogle af dem 
udtrykkes af mAPI5 
[3][30]
. 
 
Til at påvise denne protein-proteinkompleksdannelse, har vi brugt den 
molekylærbiologiske teknik, gær 2-hybridsystemet. Ved hjælp af denne metode, kan 
man identificere nye og ukendte vekselvirkninger, herunder mutationer, der forhindrer 
eller tillader disse vekselvirkninger
[22]
. 
 
Formålet med projektet er at undersøge, hvilke dele af mAPI5 danner kompleks med 
hNDRG2, og dermed opstille hypoteser, om hNDRG2s funktion ud fra den ønskede 
proteinkompleksdannelse. Dette kan være med til at udvikle en ny behandlingsform 
for cancer.  
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2.1 PROBLEMFORMULERING 
 
Hvilke af følgende tre mAPI5-sekvenser; C-400, C-369 og N-293, kan danne 
kompleks med hNDRG2? Hvilke hypoteser kan vi udlede om hNDRG2s funktioner 
ud fra denne kompleksdannelse? 
 
 
2.2 HYPOTESE 
 
Videnskabelige undersøgelser har påvist, at hNDRG2 danner kompleks med mAPI5, 
blandt andet ved brug af mating metoden
[3]
. Af den grund har vi opstilt en hypotese, 
der er baseret på denne påvisning og lyder som følgende; kan hNDRG2 danne 
kompleks med mAPI5 ved brug af co-transformation? 
 
Vi har en formodning om at mAPI5-sekvenser, der indeholder leucin-zipper (LZ), vil 
vise positive resultater, hvorimod sekvens uden LZ, ikke vil kunne danne kompleks.   
Af denne grund har vi udvalgt tre forskellige mAPI5 fragementer. mAPI5 C-400 og 
C-369 som har LZ til forskel og mAPI5 N-293, som er den korte version af mAPI5. 
 
2.3 AFGRÆNSNING  
 
Projektet koncentrerer sig kun om proteinkompleksdannelse mellem hNDRG2 og 
mAPI5. Derfor udelukkes de forskellige former for cancersygdomme. Vi vil heller 
ikke beskæftige os med en lang række forhold så som livsstil, miljø, arv, 
cellemutationer og andre biologiske faktorer, som er med til at udvikle 
cancersygdomme. Ligeledes vil vi heller ikke gå i dybden med andre proteiner, der er 
involveret i cellecyklussen.   
Vi har valgt at udelukke en detaljeret beskrivelse af de enkelte metoder, for 
undersøgelsen af proteinkompleksdannelsen.  
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2.4 SEMESTERBINDING 
 
”Modeller, teorier og eksperimenter i naturvidenskab. 
Formålet med projektet i andet semester er, at de studerende gennem arbejdet med et 
repræsentativt eksempel får erfaring med grundvidenskabelige problemstillinger 
indenfor naturvidenskaberne”[10] 
 
I dette projekt vil vi opstille en model for, hvordan hNDRG2 virker som 
tumorsupressorgen indenfor det undersøgte område. Herefter vil vi teste modellens 
forudsigelser gennem velvalgte eksperimenter, og bekræfte eller forkaste vores 
opstillede model og hypotese.  
 
2.5 MÅLGRUPPE 
 
Projektet henvender sig til studerende på et niveau, svarende til det 
naturvidenskabelige basisstudium med kompetencer indenfor biologi A og med 
interesse for molekylærbiologi.  
 
2.6 METODE 
 
Vi vil i dette projekt benytte to forskellige metoder. Det vil delvist blive et 
litteraturstudie og delvist et eksperimentalt arbejde, til at påvise vores hypoteser.  
Vi vil ved hjælp af udvalgte artikler omhandlende den forskning, der allerede er 
udført på området, vælge relevante teorier, som benytte til at vurdere vores egne 
resultater. Ydermere opnås teoretisk viden gennem emnerelevante fagbøger.  
Da problemformulering og semesterbindingen lægger op til egne forsøg, vil vi påvise 
vores problemformulering ved hjælp af eksperimentalt arbejde. 
Vi vil konstruere hybridplasmiderne, der skal bruges til gær 2-hybridsystemet ved en 
række delforsøg som er beskrevet i afsnittet om flowdiagram over vores forsøg side 
21.   
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3 Teori 
 
Teoriafsnittet indeholder en præsentation af generne NDRG2 og API5. Ydermere 
nævnes mekanismerne, der ligger bag udtrykkene af de to gener. Desuden opstilles en 
model som illustrerer samspillet mellem de forskellige teorier. Dertil vil en 
beskrivelse af gær 2-hybridsystemet forekomme. 
 
3.3 NDRG2 
 
Dette afsnit beskriver det virale onkogen myelocytomatosis‟ (myc) virkning som 
transkriptionsaktivator (TA), samt genets funktion. Da genet c-myc er en hæmmende 
TA for hNDRG2, vil fokus kun være på de vigtigste funktioner for c-myc. Ydermere 
vil afsnittet beskrive hNDRG2s opbygning, regulering og mulige funktioner. 
 
Myc-familien er en nylig identificeret genfamilie, som består af generne; c-, N-, og L-
myc 
[38]
. 
c-myc er et meget dominerende proto-onkogen, der ofte er overudtrykt i cancerceller. 
Genet, c-myc, er en reguleringsmekansime for NDRG2.  Dette betyder at et forhøjet 
udtryk af c-myc, vil føre til et lavt transkriptionsniveau af NDRG2. Dette understøttes 
af et forsøg med raske celler 
[14]
. 
Dette giver anledning til en hypotose om, at c-myc er en af årsagerne til at NDRG2 er 
nedreguleret i cancer, samt opsporet i det humane nervesystem. 
 
NDRG-familien består af fire medlemmer, NDRG1-4, som alle er mellem 50-65 % 
identiske, som er nyligt identificeret 
[3]
. 
Det menneskelige hNDRG2 er placeret på kromosom 14, der besidder 16 exons og 15 
introns, og dets cDNA er 2024bp langt 
[14]
.
  
Der findes en kort og en lang version af 
NDRG2-genet, NDRG2short og NDRG2long, som har 14 aminosyrer til forskel 
[24]
.  
NDRG2 er udtrykt i alle væv, men er specielt højt i hjernen, hjertet og 
skeletmusklerne og er lavt i fostrets hjerne. Udtrykket har en tilknytning til 
cellevæksten, da det har vist sig, at høje udtryk af NDRG2 i hjernevæv, er signifikant 
nedreguleret i hjernecancer. I cancervæv er NDRG2 enten nedreguleret eller slet ikke 
udtrykt 
[14]
.  
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Figur 1 viser proteinsekvensen af hele mAPI5, 
samt de forskellige sekvenser, der bliver brugt 
til projektets forsøg. Forskellen mellem C-400 
og C-369 er LZ. Det sidste fragment N-293 
illustrerer den korte version af proteinet. 
[54]
 
 
Tidligere undersøgelser har vist, at kun 21 proteiner ud af de ca. 80 undersøgte 
proteiner, danner specifikke komplekser med NDRG2, som er et cytoplasmatisk 
protein. 15 af disse proteiner er kodet af API5, som vi vil komme ind på i næste 
teoriafsnit. 
[3]
 
 
NDRG2s præcise funktion er endnu ukendt, og da vi ved, at proteinet NDRG2 er 
nedreguleret i hjernecancerceller, er forskning af genet relevant for forskningen af 
hjernecancer og formodentlig også andre former cancer. Genet kan yderligere være 
involveret i dendritiske celler (DCS) og neuron differentiering, og har muligvis en 
anti-tumoreffekt. 
[37]
  
 
3.4 API5  
 
Følgende afsnit beskriver API5s også kaldet antiapoptose klon 11 (AAC11) funktion 
og betydning for cellecyklussen. Desuden vil der være en kort forklaring, af API5s 
sammenspil med andre funktionelle led såsom LZ, E2F samt Acinus (ACIN1). 
 
Tidligere undersøgelser har vist, at API5 er 
opreguleret i flere tumorceller og herunder 
glioma*, 
[11]
 samt at det er den korte 
version af genet, mAPI5short, der har 
betydning for hæmning af apoptose
[34]
.
 
Desuden har man observeret, at 
opregulering af API5 i B-celler formindsker 
apoptose i modne B-celler, som kan 
medføre til cancer 
[29]
. 
 
 
API5 er lokaliseret på kromosom 11. Proteinet er opbygget af 504 aminosyre og et 
LZ- domæne, der er placeret mellem 370 og 391 aminosyrer, se figur 1
[28]
.   
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Figur 2 viser to proteins alfahelix, der binder 
sig til hinanden ved hjælp af Leu. LZ er 
markeret ved den del, hvor de to alfahelix‟ er 
zippet sammen.
[17]
  
To proteiner, der indeholder LZ, kan 
danne kompleks med hinanden. Dette 
foregår således, at aminosyrerne leucin 
(Leu), som den enkelte alfahelix* 
indeholder, tiltrækkes af hinanden. Heraf 
vil Leu binde sig ved hjælp af 
hydrogenbindinger, for hver syvende 
aminosyre, se figur 2. 
[17]
 
 
LZ er blevet fundet i mange TA, der har betydning for reguleringen af 
genekspression. 
[39]
 
Forståelsen af, hvordan API5 forhindrer apoptose, er i øjeblikket ufuldkommen, men 
ud fra en række forsøg har man konkluderet, at API5 hæmmer E2Fs aktivering af 
apoptose. 
[11]
 Hermed sikrer cellens overlevelse, selvom cellen vokser ukontrolleret. 
Ydermere har man fundet ud af, at API5 interagerer med kerneproteinet ACIN1, der 
forårsager apoptose inde i cellekernerne. Dette sker kun ved tilstedeværelsen af 
API5short LZ 
[28]
. 
 
En tidligere gruppe studerende fra Roskilde Universitet har påvist, at mAPI5 danner 
kompleks med hNDRG2 
[3]
. Af denne grund har vi valgt at kigge på, hvilke mAPI5-
sekvenser danner kompleks med hNDRG2. Vi har valgt at anvende mAPI5, da dette 
er mere end 90 % identisk med hAPI5, og kun har seks aminosyrer til forskel 
[34]
. 
 
3.6 OPSTILLING AF MODEL  
På baggrund af det teoriafsnit, NDRG2 og API5, er vi kommet frem til følgende 
model, der giver et helhedsbillede af, hvordan de enkelte faktorer påvirker hinanden. 
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Flercellede organismer er afhængige af forskellige celletypers funktion. Når 
organismen er færdigudviklet, har kroppen behov for at bevare og forny disse 
celletyper, hvilket sker ved en konstant celledeling og celledød 
[7]
.  
E2F spiller en væsentlig rolle for både celledeling og celledød, som det fremgår på 
figuren. En opregulering af E2F, vil føre til ukontrolleret celledeling. Dermed vil E2F 
aktivere apoptose, som balancerer celledelingen.  
API5 vil derimod hæmme aktivering af apoptose, samt sikre cellernes overlevelse. 
Dette kan betyde en ukontrolleret celledeling, hvilket kan medføre til en 
svulstdannelse i kroppen. Derfor har vi et tumorsuppressorgen, NDRG2, som både 
hæmmer aktiveringen af celledeling og API5, hvilket gør at cellen ikke deler sig 
uhæmmet.  
 
3.5 GÆR 2-HYBRID SYSTEMET  
 
Følgende teoriafsnit vil indeholde en beskrivelse af gær 2-hybridsystemet, samt 
princippet bag hvordan det fungerer. Et kort afsnit om, hvorfor projektet har taget 
udgangspunkt i gærceller frem for humane celler, vil ligeledes være beskrevet. 
Herefter vil systemets opbygning og dets målemekanismer, reportergener og 
fusionsproteiner*, blive beskrevet. Afslutningsvis vil teoriafsnittet indeholde en kort 
forklaring om udførelse af gær 2-hybridsystemets.  
 
Naturlige fusionsproteiner, også kaldet hybridproteiner, kan opstå i cancerceller, hvor 
de kan fungere som onkoproteiner
[16]
. Rekombinante fusionsproteiner dannes kunstigt 
 
Figur 3 Illustrer E2Fs to hoved funktioner for cellen. Den blå pil, fører til celledeling og den røde pil, fører til 
apoptose. De grønne pile viser proteinernes hæmninger.   
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ud fra rekombinante DNA-teknologier, hvor de bruges til biologisk forskning, se 
afsnit Forsøg på side 18. Fordelen ved at fremstille sådanne proteiner er, at man 
producerer proteiner med blandede egenskaber. Disse rekombinante fusionsproteiner 
bruges for eksempel til proteomiske* undersøgelser af proteinkompleksdannelser 
mellem forskellige proteiner. Proteinkompleksdannelse er afgørende for alle cellulære 
processer, da størstedelen af proteiner i en celle er forbundet til hinanden 
[33]
.  
Gær 2-hybridsystemet er en biblioteksbaseret teknik til, at måle netop disse protein-
protein interaktioner in vivo. Princippet bag teknikken er at gøre både proteinerne, 
gærcellerne og transkriptionen afhængige af den ønskede kompleksdannelse. Dette 
gøres ved at konstruere gærcellerne og de rekombinante fusionsproteiner med 
bestemte gener og promotere.  
 
Gærceller bruges til at udtrykke de to fusionsproteiner, da der ikke er mulighed for at 
benytte humane celler. Gærceller er en god tilnærmelse til humane celler, da 
gærcellerne også er eukaryote celler, der indeholder cellekerner, hvilket er relevant, 
da transkriptionen af gener foregår i cellekernen. Ud over dette er gærceller nemme at 
manipulere med på et molekylært niveau og dyrkningen af cellerne er simpel, 
økologisk og økonomisk. Desuden vokser gærceller hurtigt, de kan transformeres med 
fremmed DNA og de kan forme kolonier på plader, hvilket er nyttigt for gær 2-
hybridsystemet
[30] 
 
3.5.1 Gær 2-hybrid systemets målemekanismer  
Reportergene 
 
For at et gen skal translateres og udtrykkes i en celle, skal det først undergå 
transkription. Vores gærcellerne er modificerede med reportergener, som vil blive 
transkriberet, hvis de to rekombinante fusionsproteiner danner kompleks med 
hinanden. Reportergenerne udtrykker enzymer, der er lette at opspore og måle på. Det 
vil sige, at mængden af reportergenes enzymer, der bliver produceret, kan bruges som 
et mål for interaktionerne mellem de to fusionsproteiner, som man ønsker at 
undersøge. De tre reportergener, som vi arbejder med, er histidin3genet (HIS3), 
adenin2genet (ADE2) og α-galactosidase1genet (MEL1). Disse findes alle i vores 
gærstamme, AH109. Da AH109 kan ikke syntetisere aminosyrerne histidin (His) og 
adenin (Ade), så kan gærcellerne ikke vokse på His-frit eller Ade-frit medie. Når 
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mAPI5 og hNDRG2 danner kompleks med hinanden, transkriberes HIS3 og ADE2, 
således at enzymerne translateres og hjælper med at syntetisere de ønskede 
aminosyrer. På denne måde gøres gærcellernes overlevelse afhængig af 
kompleksdannelsen mellem de to fusionsproteiner, hvis kompleksdannelsen 
undersøges på testplader, der ikke indeholder His og Ade. 
MEL1 koder for enzymet α-galactosidase, der forekommer naturligt hos AH109. For 
at kontrollere at mAPI5 og hNDRG2 danner kompleks med hinanden, tilføres der et 
kromatisk substrat, X-α-Galactosidase (X-α-Gal)†, til testpladerne. Dette gør, at 
gærcellerne vil blive blå, når de udtrykker MEL1.
[30]
 
 
Fusionsproteiner 
Udover reportergener er gærcellerne også modificeret med en specifik promoter. Gær 
2-hybridsystemet er baseret på funktionerne af transkriptionsaktivatoren Gal4-
proteinet (Gal4p).
[8]
 Gal4p er opdelt i to domæner; N-terminal DNA-bindingsdomæne 
(Gal4-DBD), som binder sig til specifikke regulatoriske DNA-sekvenser på gær 2-
hybridsystemets promoter, og C-terminal aktiveringsdomæne (Gal4-AD), som 
aktiverer RNA-polymerasen således, at transkriptionen af repotergen finder sted. 
Systemets regulatoriske DNA-sekvens er placeret cirka en kb upstream og 
downstream fra TATA-boxen og kaldes Upstream Activation Site (UAS). UAS og 
TATA-boxen fungerer til sammen som gær 2-hybridsystemets promoter, der 
bestemmer startstedet for transkriptionen
[19]
, se figur 3.  
Gal4p består af 881 aminosyre, hvoraf de første 147 kan binde sig til DNA ved UAS. 
[18] 
De sidste 113 aminosyrer, 768-881, er dem, der aktiverer transkriptionen. 
[21]
 Dette 
betyder, at hvis Gal4p skal fungere optimalt, så skal de to domæner arbejde sammen 
 
Figur 4 viser opbygningen af promoter og reportergen inde i en gærcelles cellekerne. Gal4p, der er 
opdelt i AD og DBD og gær 2-hybridsystemets promoter, er opbygget af UAS og TATA-box, der 
tilsammen bestemmer startstedet for transkriptionen af reportergen.  
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Figur 5 
Sammenspillet mellem hNDRG2 + DBD, bait, og mAPI5 + 
AD, prey. 
[31] 
 
og transkriptionen er derfor afhængig af hele Gal4p. De to domæner behøver ikke at 
være kovalent bundet til hinanden. Det er tilstrækkeligt, at AD og DBD er tæt på 
hinanden, hvilket de vil være, hvis mAPI5 og NDRG2 danner kompleks med 
hinanden.  
 
Da vi ved, at transkriptionen er afhængig af både DBD og AD, deler vi domænerne op 
og gør dem afhængige af en proteinkompleksdannelse mellem hNDRG2 og mAPI5, 
se figur 5. Vi sammensætter de tre mAPI5-fragmenterne og pGADT7 AD-vektoren, 
der indeholder Gal4-AD således, at disse vil fungere som vores preys*. hNDRG2-
fragmentet og pGBKT7 DBD-vektoren, der indeholder Gal4-DBD sammensættes 
ligeledes og vil fungere som systemets bait*, se tabel 1. Der skal understreges at i 
dette projekt konstrueres kun de tre forskellige preys. Projektets bait er konstrueret af 
vejlederen, Cathy Mitchelmore.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabel 1: De fire forskellige konstruerede hybridplasmider, der skal bruges til gær 2-hybridsystemet. 
Tabellen viser fusionen af AD med de tre forskellige mAPI5-fragmenter og fusionen af DBD med 
hNDRG2. 
 
 
 
 
 
 mAPI55 C-400 mAPI5 C-369 mAPI5 N-293 hNDRG2 
pGADT7 AD pGADT7 AD + 
mAPI5 C-400 
pGADT7 AD + 
mAPI5 C-369 
pGADT7 AD + 
mAPI5 N-293 
- 
pGBKT7 DBD - - - pGBKT7 DBD + 
hNDRG2 
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3.5.2 Gær 2-hybrid systemets udførsel  
 
Fremstillingen af de to slags rekombinante fusionsproteiner, som vi skal bruge til gær 
2-hybridsystemet, vil foregå ved fremstillingen af fire forskellige hybridplasmider, se 
tabel 1. Herved fås tre forskellige preys og et bait. Hybridplasmiderne dannes ved 
hjælp af skæring med restriktionsenzymerne
Appendiks B
 BamHI og XhoI, DNA-
oprensning, ligering ved hjælp af DNA-ligase, transformering af bakterier, lysering og 
oprensning af de konstruerede hybridplasmider, hvilket er opsummeret i forsøgets 
flowdiagram på s. 45. 
Plasmidvektorene, der bruges til fremstillingen af hybridplasmiderne, indeholder 
forskellige resistente gener, der bruges til at selektere de bakterier og gærceller, der 
optager de ønskede hybridplasmider. pGADT7 AD-vektoren indeholder det 
ampicillinresestente gen (AmpR), der vil selektere bakterier, der optager vektoren, da 
bakterierne udplades på plader med Ampicillin (Amp). Udover dette indeholder 
vektoren leucin2genet (Leu2), der vil selektere de gærceller, der optager vektoren, da 
gærcellerne ikke selv kan syntetisere Leu.    
pGBKT7 DBD-vektoren indeholder genet tryptofan1 (Trp1), som koder for 
aminosyren tryptofan (Trp). Dette gen vil selektere de gærceller, der indeholder 
vektoren, da gærcellerne er modificerede således, at deres overlevelse er afhængig af 
Trp. Udover dette indeholder DBD-vektoren et kanamycinresestentgen (KanR). Dette 
gen bruges kun i forbindelse med transformering af bakterier og har derfor intet at 
sige for vores gærceller. 
 
Efter fremstillingen af de rekombinante hybridplasmider co-transformeres disse ind i 
gærcellerne. Gærcellerne udplades derefter på to forskellige selekterende plader, se 
eventuelt afsnit Test for kompleksdannelse på s. 45. Double dropout-pladen (DDO)
†
 
mangler Trp og Leu og denne kontrollerer således, om gærcellerne har optaget både 
AD- og DBD-vektoren, da disse gærceller vil udtrykke Trp1- og Leu2-generne. 
Quadruple dropout-pladen (QDOX)
†
 mangler His, Ade, Leu og Trp, men indeholder 
X-α-Gal. QDOX påviser således, om hNDRG2 og mAPI5 danner kompleks, idet alle 
reportergenerne skal transkriberes for, at gærcellerne kan overleve. Tilstedeværelsen 
af X-α-Gal vil gøre det let at opspore, om reportgenerne udtrykkes eller ej. 
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Figur 7: Ubeskåret pGADT7 AD-vektor 
 
Figur 6: Ubeskåret mAPI5 3-40-plasmid                                
 
Udover DDO-kontrollen og testen for kompleksdannelsen mellem hNDRG2 og 
mAPI5, laves der negative og positive kontroller, som vil vise os, om pladerne, 
gærcellerne, reportergenerne og Gal4p de er gode nok. 
  
 
Tabel 2: Opsummering af, hvad vi skal bruge til vores gær 2-hybridsystem. 
  
4 Flowdiagram over vores forsøg  
 
For at give et overblik over det udførte forsøg, opstilles et flowdiagram, der viser 
en grafisk fremstilling af alle de gennemførte delforsøg.  
Projektets forsøg er opdelt i to trin, som yderligere er delt i delforsøg, se 
følgende trin. 
 
Trin 1  
 
          
 
 
 
 
 
 
 
 
’Bait’plasmid pGBKT7  BD 
’Bait’ hNDRG2 
’Prey’plasmid pGADT7  AD 
’Prey’ mAPI5 
Gærstamme AH109 
Gærmedie YPDA
† 
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Skæring 
• De tre kodende fragmenter af mapi5; C-400, C-369 og N-293, klippes ud af 
forholdsvis 3-40-, 3-41- og 3-42-plasmiderne med restriktionsenzymerne 
BamHI og XhoI. På figur 6 ses mAPI5 3-40-plasmidet med dets kodende C-
400-fragment.
• Vektor pGADT7 AD klippes op af samme restriktionsenzymerne.
Gel-
elektroforese
• Skæringerne kontrolleres ved hjælp af gel-elektroforese. Denne kontrol viser, 
om de forskellige skæringer er blevet udført, og om de er korrekt skåret.
Oprensning af 
DNA
• De ønskede fragmenter skæres ud af gel-elektroforese-gelen og oprenses. De 
ønskede fragmenter separeres således fra de ikke ønskede.
Gel-
elektroforese
• De oprensede mAPI5-fragmenter og den klippede vektor, pGADT7 
AD-vektoren, kontrolleres ved hjælp af gel-elektroforese. Denne kontrol 
viser, om vi har fået fat på de rigtige fragmenter.
Ligering
• pGADT7 AD-vektorerne ligeres med de kodende API5-fragmenter ved 
hjælp af enzymet DNA-ligase. 
• Vi får nu tre forskellige hybridplasmider:
• pGADT7 AD-vektor med mAPI5 C-400, ses på figur 10
• pGADT7 AD-vektor med mAPI5 C-369
• pGADT7 AD-vektor med mAPI5 N-293
 
 
 
Figur 8: Udskåret C-400-fragment                                                
 
Figur 9: Åbnet pGADT7 AD-vektor 
 
 
 
Figur 10: Det færdigdannede hybridplasmid 
pGADT7 AD + mAPI5 C-400 
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Transformering 
af bakterier
• For at øge antallet af vores hybridplasmider, transformerer vi 
hybridplasmiderne ind i bakterier, som opformeres . Se figur 11
Kontrol
• De transformerede bakterier kontrolleres ved at udplade dem på 
plader med Amp. Kontrollen viser om transformeringen har fundet 
sted, da det kun vil være de transformerede bakterier, der vil 
overleve ved hjælp af det selektive AmpR, som sidder på pGADT7 
AD-vektoren.
Lysering og 
oprensning
• De opformerede hybridplasmider udtages af bakterierne, ved hjælp 
af lysering og oprensning. Se figur 12
 
Figur 11: Transformeret bakterie med 
hybridplasmidet pGADT7 AD-vektor + mAPI5 C-400 
 
 
Figur 12: Udtaget hybridplasmid 
pGADT7 AD-vektor + mAPI5 C-400 
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Kontrol-skæring 
og gel-
elektroforese
• Kontrolskæring udføres på nogle hydridplasmider med BamHI 
og XhoI, og der udføres gel-elektroforese på disse. Denne 
kontrol viser, om DNA‟et er intakt eller om bakterierne har 
forkastet de transformerede hybridplasmider. Skæringen viser 
også kvaliteten af DNA‟et,  om oprensningen er udført korrekt 
og om de indsatte fragmenter har de forventede størrelser. Se 
figur 13
 
Figur 13: Kontrolskæring af hybrid- 
plasmidet pGADT7 AD + mAPI5 C-400 
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Trin 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          
 
 
 
Co-
transformering 
af gærceller
• De dannede hybridplasmider, på figur 14 ses pGADT7 AD + 
mAPI5 C-400, co-transformeres ind i gærcellerne sammen med 
pGBKT7 DBD + hNDRG2-hybridplasmidet, se figur 15. 
Gærcellerne resuspenderes i YPDA, som indeholder Kanamycin 
(Kan) således, at bakteriel vækst forhindres. 
       
       
 
Figur 14: Hybridplasmidet 
pGADT7 AD + API5 C-400           
 
 
           Figur 15: Hybridplasmidet  
           pGBKT7 DBD + hNDRG2 
 
 
 
Figur 16: Co-transformeret gærcelle med hybridplasmiderne pGADT7 AD + 
mAPI5 C-400 og pGBKT7 DBD + hNDRG2 
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Positive og 
negative 
kontroller
• Ved co-transformeringen af gærcellerne laves der, udover 
transformeringerne af de forskellige mAPI5-fragmenter, to positive 
kontroller; DBD-hNDRG2 + AD-mAPI5 fungerer som vores positive 
kontrol, mens DBD-p53 + AD-T-antigen fungerer som vores superpositive 
kontroller. 
• Vores negative kontrol er transformeringen med DBD-hNDRG2 + AD. 
Kontrollerne vil blive forklarede nærmere i afsnittet Transformation af 
gærceller. 
Test 1 for 
kompleks-
dannelse
• De transformerede gærceller udplades på henholdsvis DDO-plader, der 
Leu- og Trp-frie, og QDOX-plader, der er Leu-, Trp-, His-frie, men 
indeholder Ade.
• DDO-pladerne bruges således til at kontrollere, at gærcellerne kan 
udtrykke de to vektorer, der indeholder Leu2 og Trp1.  QDOX-pladerne 
bruges til  test for kompleksdannelse mellem hNDRG2 og mAPI5, da 
gærcellernes overlevelse er afhænging af transkriptionen af alle 
reportergenerne.
Test 2 for 
kompleks-
dannelse
• Vores første test for kompleksdannelse viste, at vores positive test , DBD-
hNDRG2 + AD-mAPI5, og testene med de tre mAPI5-fragmenter alle var 
negative. Dette vil sige, at vi ikke fik nogle kompleksdannelser. Vi ved, at 
den tekniske del af forsøget var udført korrekt, da vores super positive 
kontrol med to kendte proteiner.
• Vi vælger derfor at lave et ekstra forsøg for at teste, om der er fejl i et eller 
flere af vores reportergen. Da vi så, at vores gærceller var røde efter co-
transformationen og ligeledes var røde på DDO-pladerne, kunne vi 
konkludere, at gærcellerne ikke havde fået nok Ade. Den nye test for 
kompleksdannelse vil derfor foregå på plader, der indeholder ekstra Ade.
• Test 2 for kompleksdannelse udføres på TDOX†- og DDOX†-plader. 
TDOX-pladerne er Leu-, Trp- og His-frie, men indeholder Ade og X-α-gal, 
som vil farve gærcellerne blå, hvis MEL1 bliver udtrykt.  På denne måde 
tester vi reportergenet HIS3 og MEL1. DDOX-pladerne er Leu-frie , men 
de indeholder Ade, His og X-α-gal.  Vi kontrollerer således reportergenet 
MEL1.
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5 Eksperiment 
 
Følgende afsnit indeholder en beskrivelse af hvert delforsøg, herunder 
fremgangsmåde, resultater og eventuelle kontroller. Ydermere vil afsnittet indeholde 
resultatbehandlinger og fejlkilder for hvert delforsøg, hvis dette er relevant for 
forsøget.   
 
5.1 SKÆRING 
 
Første del af fremstillingen af de ønskede fusionsproteiner er at skære de plasmider og 
mAPI5-fragmenter, der vil udtrykke disse proteiner. De ønskede mAPI5-fragmenter, 
C-400, C-369 og N-293, skæres ud af mAPI5-plasmiderne, og pGADT7 AD-vektoren 
skæres op med restriktionsenzymer BamHI og XhoI, således, at fragmenterne og 
vektoren er klar til ligeringen. En mere detaljeret beskrivelse af restriktionsenzymer, 
findes i appendiks B.  
For at kontrollere at skæringerne har fundet sted udføres der gel-elektroforese på 
disse. 
 
5.1.1 Fremgangsmåde 
 
Til de fire skæringer skæres der 5μl plasmid-DNA i 30μl totalvolumen: 
Først forberedes fire rør, der markeres forholdsvis: C-400, C-369, N-293 og pGADT7 
AD. Til hvert rør tilsættes der 3μl NEB3-buffer†, 20μl vand og 5μl af det DNA, der 
skal skæres. Til sidst tilsættes 1μl af hvert enzym, BamHI og XhoI.  
Skæringerne vortexes og inkuberes i cirka to timer ved 37 °C.  
 
5.1.2 Kontrol 
 
Denne kontrol viser, om de fire forskellige skæringer har fundet sted, og om de er 
skåret korrekt. Hvordan gel-elektroforesen udføres, ses under appendiks C. 
 
 
5.1.3 Resultater 
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Figur 17 viser resultatet af gel-elektroforsesen efter 
skæringen. På figuren ses brøndene, der er markeret 
fra 1-6. Størrelsesmarkøren er placeret i brønd 1 og 6 
og de vigtigste størrelser er markeret ude til venstre 
side. Båndene, der er cirklet med rødt, er de udskåret 
DNA-fragmenter. Båndene, der er cirklet med grønt, 
er resterne af plasmiderne efter skæring, og båndene 
der er markeret med blåt er en lille skåret DNA-
sekvens, som er ubetydelig for dette projekt. 
 
 
Resultaterne af gel-elektroforesen ses 
på figur 17. Brønd 2 indeholder 
skæringen af mAPI5 C-400, brønd 3 
indeholder skæringen af mAPI5 C-369, 
brønd 4 indeholder skæringen af mAPI5 
N-293 og brønd 5 indeholder skæringen 
af pGADT AD-vektoren. 
 
De ønskede DNA-fragmenter, som vi 
har skåret, ses ved forholdsvis 800 bp, 
1200bp, 1100 bp og 800 bp og er cirklet 
med rødt. Båndene ved 100 bp, der er 
cirklet med blåt, er små DNA-
sekvenser, der også er blevet skåret. 
Båndende vigtige, da de er med til at 
vise os, om skæringen er korrekt skåret. 
De bånd, der er placeret ved 6000 bp og 
er cirklet med grønt, er resterne af 
mAPI5-plasmiderne efter, at de er 
blevet skåret. Det lille fragment, der 
blev klippet ud af pGADT7 AD-
vektoren, ses ikke på agarosegelen, da 
dette fragment er meget lille. 
5.1.4 Resultatbehandling 
Vi forventer at se følgende fragmenter fra skæringen på agarosegelen:  
 
 
 
 
 
Tabel 3 viser de fragmenter, som vi forventede at se efter gel-elektroforesen 
 
Forskellige fragmenter  De ønskede fragmentstørrelser 
C-400 6 kb + 1,2 kb (mAPI5 C400) + 100bp 
C-369 6 kb + 1,1 kb (mAPI5 C369) +100bp 
N-293 6 kb + 0,8 kb (mAPI5 N293) +100bp 
pGADT7 AD 8 kb 
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Disse fragmenter passer overens med vores resultater og vi kan derfor konkludere, at 
skæringen er gået, som den skulle. Skæringerne er nu klar til at blive oprenset. 
 
5.2 OPRENSNING AF DNA 
 
For at få DNA-fragmenterne fra skæringen ud af agarosegelen, skæres fragmenterne 
ud af gelen og oprenses ved hjælp af High Pure PCR product purification kit
†
. 
Fremgangsmåden er beregnet til at udvinde og rense DNA-fragmenter ud fra standard 
eller lavsmeltende agarosegel, som er opblandet i TAE
†
 eller TBE buffer
†
. Alle 
centrifugeringer udføres ved 13,000rpm.  
For at kontrollere, at de rigtige DNA-fragmenter er blevet oprenset, udføres der gel-
elektroforese på disse. 
 
5.2.1 Fremgangsmåde 
5.2.1.1 Udskæring af DNA-fragmenter 
 
Agarosegelen indeholder nukleinsyremarkøren ethidiumbromid
†
, som lyser op under 
UV-lys. Markøren gør det derfor muligt at vise tilstedeværelsen af de DNA-
fragmenter, som vi ønsker at skære ud. Udskæringen af fragmenterne ved hjælp af en 
skalpel foregår derfor i et lukket rum ved 360nm UV-lys. Der skal tages højde for, at 
260nm UV-lys ødelægger DNA‟et øjeblikkeligt, og 300nm UV-lys vil ødelægge 
DNA‟et hurtigt. 
5.2.1.2 Vejning af DNA-fragmenter 
 
For at beregne, hvor meget Binding Buffer
†
 og isopropanol
†
 der skal tilsættes, skal 
fragmenterne først vejes, se tabel 4. Fragmenterne placeres i hvert sit sterile 1,5ml 
Eppendorfrør (E-rør) og vejes. E-røret er på forhånd blevet vejet separat.  
5.2.1.3 Opløsning af agarosegel og frigørelse af DNA-fragmenter  
 
For at få DNA-fragmenterne frigivet, skal agarose-gelen først opløses. For hver 
100mg agarosegelstykke tilsættes der 300μl Binding Buffer til hvert E-rør. Da 
bufferen indeholder guanidin hydrochlorid, skal personen, der udfører opløsningen, 
have handsker på, da dette stof er cancerfremkaldende. Rørene vortexes nu i 30 
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sekunder for at resuspendere gelstykkerne i Binding Bufferen. Hernært inkuberes 
rørene i ti minutter ved 56 °C. Hvert andet minut vortexes rørene kortvarigt.  
Efter, at agarosestykkerne er opløste, tilsættes der 150µl isopropanol for hvert 100mg 
agarosestykke til rørene og rørene vortexes grundigt. 
Tabel 3 viser en oversigt over vejning af E-rør og agarosestykker samt mængderne af tilsat isopropanol 
og den totale volumen i hvert rør. Mængde af det tilsatte isopropanol ganges med tre efter reglen for 
purification of DNA. 
Rør 1a + 1b indeholder mAPI5 C-400. Rør 2a + 2b indeholder mAPI5 C-369. Rør 3a + 3b indeholder 
mAPI5 N-293. Rør 4a + 4b indeholder pGADT7 AD-vektor. 
 
5.2.1.4 Oprensning af DNA-fragmenter 
 
High Pure Filter-rør sættes på Collection-rør. Indholdet fra E-rørene pipetteres over i 
de nye sammensatte rør. Her skal man være opmærksom på, at volumen ikke må 
overskride 700 µl. Er indholdet større end 700μl, splittes op volumen i to forskellige 
rør.  De nye rør centrifugeres nu i 60 sekunder ved maksimum hastighed ved 15-25 
°C. Den nedsivede væsk i bunden af rørene hældes ud og de samme filtre og rør 
sættes sammen igen. Herefter tilsættes der 500µl Wash Buffer
†
 til rørene og disse 
centrifugeres i et minut ved maksimum hastighed. Væsken i bunden kasseres og 
filterne sættes på rørene igen. For at sikre en optimal renhed af DNA-fragmenterne og 
for at sikre, at intet af Wash Bufferen sidder tilbage i rørene, tilsættes der 200µl Wash 
Buffer til rørene, som centrifugeres i et minut ved maksimum hastighed. Igen kasseres 
væsken i bunden. Filter-rørene sammensættes nu med rene 1,5 ml E-rør.  
Til sidst tilsættes der 30µl Elution Buffer
†
 gennem filtrene og E-rørene centrifugeres i 
et minut. Rørene indeholder nu de oprensede DNA-fragmenter.  
 
Rør nr. E-rør             
(g) 
E-rør 
+ 
agarosestykke          
(g) 
Agarosestykke                   
(µl) 
Isopropanol 
tilsat               
(µl) 
Volume 
ialt     
 (µl) 
1a 1,08 1,16 80 120 240 
1b 1,08 1,16 80 120 240 
2a 1,08 1,32 240 360 720 
2b 1,08 1,25 130 195 390 
3a 1,08 1,19 110 165 330 
3b 1,08 1,22 140 210 420 
4a 1,08 1,4 320 480 960 
4b 1,07 1,29 220 330 660 
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Figur 18 viser resultatet af gel-elektroforesen efter 
oprensningen af DNA fra agarosegel. På figuren ses 
brøndende, der markeret fra 1-6. Størrelsesmarkøren er 
placeret i brønd 1 og 6 og de vigtigste størrelser er 
markeret ude til venstre side.  
Båndene, der er cirklet med rødt er de DNA-fragmenter, 
som vi har skåret ud af agarosegelen og har oprenset. 
 
 
5.2.2 Kontrol 
 
De oprensede mAPI5-fragmenter og den klippede pGADT7 AD-vektor kontrolleres 
ved hjælp af gel-elektroforese. Denne kontrol vil vise, om vi har skåret de rigtige 
DNA-fragmenter ud af agarosegelen. 
5.2.3 Resultater 
 
Resultaterne af gel-elektroforesen ses på 
figur A. I brønd 2 ses et bånd ved 1200bp, i 
brønd 3 ses et bånd ved 1100bp, i brønd 
4ses et bånd ved 800bp og i brønd 5 ses et 
bånd ved 8000bp. Alle båndene er cirklet 
med rødt.  
5.2.4 Resultatbehandling 
 
De ønskede bånd, som vi forventede at se 
fra gel-elektroforesen, er forholdsvis: 
mAPI5 C-400 ved 1200bp, mAPI5 C-369 
ved 1100bp, mAPI5 N-293 ved 800bp og 
pGADT7 AD-vektroen ved 8000bp. Dette 
stemmer overens med resultaterne, som ses 
på figur 18. Vi kan derfor konkludere, at vi 
har fået fat på de rigtige fragmenter fra 
agarosegelen.  
5.3 LIGERING 
 
For at sammensætte de tre mAPI5-fragmenter og pGADT7 AD-vektoren bruges 
metoden ligering. 
DNA-ligering er en proces, hvor sammensætningen af lineære DNA-fragmenter med 
kovalente bindinger finder sted. Ligering foregår i fosfat-deoxyribose-backbone på 
DNA-strengene. Sammenkoblings- og opbygningsenzymet DNA-ligase katalyserer 
dannelsen af fosfordiesterbindinger* imellem 3‟ hydroxyl-enden på et nukleotid og 5‟ 
fosfate-enden på nabonukleotidet således, at de to sticky ends klistres sammen, se 
figur 19. En detaljeret forklaring af ligeringsprocessen findes i appendiks E.  
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Figur 19 viser ligering med restriktionsenzymet EcoRI. 
[44]
 
 
Til projektets ligering bruges T4 DNA-ligase, der kodes af bakteriofagen T4. DNA-
ligasen er mest effektiv i miljøer med pH omkring 7,5-8 og ved en temperatur på 16 
°C. Ved andre pH‟er nedsættes enzymets aktive rolle og inkubationstiden forlænges. 
Derudover, hæves eller nedsættes temperaturen for at påvirke inkubationstiden 
[6].
 
Forskellige urenheder kan hæmme DNA-ligasens effektivitet. Heraf kan nævnes 
Adenosin difosat (ADP), som dannes ud fra Adenosin trifosfat (ATP), med en 
fosfatgruppe (Pi) som biprodukt. Det er derfor vigtigt, at reaktionsbufferen med ATP 
er frisk og at den benyttes korrekt således, at nedbrydningen af ATP formindskes 
[6].
  
NaCl, KCl, phenol og nukleaser er dele af indholdet af andre reaktionsbuffere, som 
eventuelt også bruges til samme ligering, hæmmer ligeledes DNA-ligasen 
[6], [46].
  
 
5.3.1 Fremgangsmåde 
 
Fire rør markeres med henholdsvis A, B, C og D. 
Til rørene A, B og C tilsættes der de forskellige størrelser af mAPI5-fragmenter: I rør 
A tilsættes 1200bp mAPI5 C-400, i rør B tilsættes 1100bp mAPI5 C-369 og i rør C 
tilsættes 800bp mAP15 N-293. Rør D er vores kontrol og der skal derfor ikke tilsættes 
mAPI5 til dette rør. 
 
Til rørene A, B og C overføres der med en finpipette 2μl pGADT7 AD-vektor. 
Efterfølgende tilsættes der 5μl skåret og renset mAPI5-fragment og 2μl Ligations 
Buffer
†
, der pipetteres op og ned et par gange, så opløsningerne blandes. Dernæst 
tilsættes der 10μl H2O og til sidst tilføjes 1μl DNA-ligase. Her er det vigtigt at huske, 
at T4 DNA-ligase er meget temperaturfølsomt og skal holdes på -20 °C. 
Samme procedure følges til rør D. mAPI5-fragmentet erstattes blot med H2O, således 
at man bruger 15μl H2O, se tabel 5. 
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Hernæst inkuberes ligeringerne i præcis fem minutter ved stuetemperatur, hvor de 
efterfølgende sættes på is.  
 
Rør A B C D 
 pGADT7 AD + 
C-400 Ligering 
(i μl) 
pGADT7 AD + 
C-369 Ligering 
(i μl) 
pGADT7 AD + 
N-293 Ligering 
(i μl) 
pGADT7 AD 
ligering (kontrol) 
(i μl) 
pGADT7 AD-vektor 2 2 2 2 
mAPI5-fragment 5 5 5 0 
Buffer 2 2 2 2 
H2O 10 10 10 15 
Ligase 1 1 1 1 
(volumen i alt) 20 20 20 20 
Tabel 4 viser et skema over mængderne, der tilsættes til forholdsvis rør A, B, C og D. 
 
5.3.2 Resultater 
 
Rør A indeholder vores pGADT7 AD-vektor er blevet ligeret med mAPI5-fragment 
med størrelsen 1200bp 
Rør B indeholder vores pGADT7 AD-vektor er blevet ligeret med mAPI5-fragtment 
med størrelsen 1100bp 
Rør C indeholder vores pGADT7 AD-vektor er blevet ligeret med mAPI5-fragtment 
med størrelsen 800bp 
I rør D har ligering ikke fundet sted.   
 
5.3.3 Resultatbehandling 
 
Da både skæringen og oprensningen af mAPI5-fragmenterne og pGADT7 AD-
vektoren forløb, som de skulle, kan vi kun forvente, at ligeringen forløb, som den 
skulle. Det er derfor ikke nødvendigt at kontrollere ligeringerne ved hjælp af gel-
elektroforese.  
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5.4 TRANSFORMATION AF BAKTERIER 
 
For at opformere de konstruerede hybridplasmider, transformeres disse ind i E. coli 
bakterier. Transformation af bakterier er en form for manipulation. Fremmed DNA 
indsættes i bakterierne i håb om opformering af det indsatte DNA. Ved transformation 
af bakterier, kan bakterierne optage nye træk, hvis de indarbejder og udtrykker det 
fremmede DNA.     
Da en bakteries cellemembran er opbygget af et fosfolipidisk dobbeltlag, kan det 
hydrofile DNA-molekyle ikke passere bakteriens indre hydrofobe membranlag. 
Bakteriecellerne skal derfor gøres kompetente*, før transformationen finder sted. Da 
der brugers færdiglavede kompetente E. coli bakterier til dette delforsøg, vil 
fremstillingen af kompetente celler ikke være beskrevet. For at tvinge det fremmede 
DNA, det vil sige de rekombinante ligeringer, ind i bakteriecellerne, udsættes begge 
parter for et kort varmechok.  
De transformerede bakterier kontrolleres ved at udplade dem på Amp-plader. 
Kontrollen vil derfor vise, om transformeringen har fundet sted, da kun de 
transformerede bakterier, der har indarbejdet og udtrykt AmpR fra pGADT7 AD-
vektoren, vil kunne overleve.   
 
5.4.1 Fremgangsmåde 
 
5.4.1.1 Forberedelse af ligeringerne 
 
De fire rør fra ligeringen indeholder følgende: 
Rør A B C D 
Skåret og oprenset 
pGADT7 AD-vektor 
pGADT7 
AD-vektor på 
8kb 
pGADT7 
AD-vektor på 
8kb 
pGADT7 AD-
vektor på 8kb 
pGADT7 AD-
vektor på 8kb 
Skåret og oprenset 
mAPI5-fragment 
C-400 på 
1,2kb  
C-369 på 
1,1kb 
N-293 på 
0,8kb 
- 
(kontrol) 
Tabel 5 viser et skema over de fire forskellige rør fra ligeringen, samt deres indehold. 
 
Udover de fire rør laves der et femte rør, F, der indeholder vores uskårne vektor. Den 
uskårne pGADT7 AD-vektor fortyndes ti gange med vand; det vil sige at 2μl vektor 
blandes med 18μl vand. 
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De fem rør sættes på is og med en finpipette udtages der 10μl af hver ligering, som 
tilsættes til hvert enkelte rør.  
5.4.1.2 Transformation af kompetente bakterier 
 
Et rør med kompetente XL10Gold-celler optøs og sættes på is. Der tilsættes nu 200μl 
bakterier til hvert af de fem rør. Herefter blandes rørene forsigtigt ved at pipettere op 
og ned, så opløsningerne blandes og dernæst inkuberes de på is i 30 minutter.  
Efter 30 minutters tid udsættes rørene for et varmechok, ved at inkubere dem i 42˚C i 
præcis 45 sekunder. Efter dette sættes de på is med det samme således at DNA-
fragmenterne ikke passerer ud gennem bakteriernes membraner.  
Endvidere tilføjes 250μl SOC-medie† til hvert rør, hvor rørene efterfølgende 
inkuberes i 37˚C i cirka en time med rystning.  
Til sidst spinnes rørene ved 3000rpm i to minutter og væsken, der flyder ovenpå 
bakteriecellerne, kasseres. Blandingerne udplades nu på hver deres Amp-plade, der 
tilsvarende bliver markeret med A, B, C, D og F. Udover dette udplades 100μl 
XL10gold-celler på en LB-plade
†
. Denne plade vil være vores positive kontrol for de 
kompetente celler og vi forventer mange kolonier på pladen. Pladen med kompetente 
celler på Amp-plade vil være vores negative kontrol således, at vi er sikre på, at 
XL10gold-celler ikke kan vokse på Amp uden, at de er transformeret med pGADT7 
AD-vektoren, som indeholder AmpR. Pladen med rør F vil ligeledes være en positiv 
kontrol, da denne indeholder den uskårne vektor. Pladen med rør D vil også være en 
negativ kontrol, da denne kun indeholder vores skårne og oprensede pGADT7 AD-
vektor og vand. For at bakterierne skal kunne reproducere sig og udtrykke vektoren, 
skal den være cirkulær. Dette betyder altså, at vores vektor er intakt og ikke kan 
udtrykkes, da denne er åben.  
Pladerne inkuberes i 37˚C hen over natten med bunden i vejret, således at duggen fra 
bakteriernes respiration ikke drypper ned over gelen.   
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Der laves i alt 10 plader, som indeholder: 
Plade Indehold 
A1 100µl ligering A + XL10gold-celler 
A2 Resten af ligering A + XL10gold-celler 
B1 100µl  ligering B  + XL10gold –celler 
B2 Resten af ligering B + XL10gold-celler 
C1 100µl ligering C + XL10gold-celler 
C3 Resten af ligering C + XL10gold-celler 
D – negative kontrol 100µl ligering D + XL10gold-celler 
F 100µl uskåret pGADT7 AD-vektor + XL10gold-celler 
Negativ kontrol 100µl XL10gold-celler 
Positiv kontrol 100µl XL10gold-celler på LB-plade 
Tabel 6 viser en oversigt over transformeringen af de 10 forskellige rør og deres indehold. 
 
5.4.2 Kontrol  
 
Kontrol af de transformerede bakterier på Amp. De opvoksede kolonier er de som har 
indarbejdet og udtrykt det AmpR fra pGADT7 AD-vektoren. 
 
 
5.4.3 Resultater 
 
Efter en nats inkubationstid, viste resultaterne af på pladerne sig som følgende:  
Plade A1 A2 B1 B2 C1 C2 D F Negativ 
kontrol 
Positiv 
kontrol 
Antal 
kolonier 
19 61 9 24 11 22 6 Mange 
kolonier 
Ingen 
kolonier 
Tæppe 
af bak. 
Tabel 7 viser en oversigt over test-pladerne med de dannede bakteriekolonier efter en nats 
inkubationstid. 
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Figur 20 Amp-plade med 19 voksede kolonier fra rør A 
 
 
Figur 21 Amp-plade med 9 voksede kolonier fra rør B  
 
 
Figur 22 Amp-plade med 11 voksede kolonier fra rør C 
 
 
Figur 23 Am-plade med 6 voksede kolonier fra rør D 
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5.4.4 Resultatbehandling 
 
Pladerne A, B og C er som forventet. Vores positive kontrol er rigtig, da der er vokset 
et tæppe af bakterier. Vores negative kontrol bekræfter, at XL10gold-celler ikke kan 
vokse på Amp. Plade F (positiv kontrol) viser, at pGADT7 AD-vektoren kan vokse på 
Amp. Plade D (negativ kontrol) skulle ikke have vist nogle kolonier. De opformerede 
bakteriekolonier kan skyldes forureninger fra enten luften eller fra os selv. Fordeling 
af Amp på pladen kan også have været utilstrækkelig og dermed har de kompetente 
celler kunne vokse. En tredje årsag kan være at en lille procent del af pGADT7 AD-
vektorerne ikke blev skåret under skæringen og disse er derfor stadig cirkulære, og 
kan udtrykkes af bakterierne. En fjerde årsag kan være, at nogle af vektorerne kun 
blev skåret af ét restriktionsenzym. Dette kunne medføre, at DNA-ligasen under 
ligeringen satte de to skårne ender sammen således, at vektorerne blev cirkulære igen.  
 
5.5 LYSERING OG OPRENSNING 
 
For at få de opformerede hybridplasmider ud af bakterierne igen, udføres der lysering 
på bakterierne. Dette foregår ved, at bakterierne udsættes for en sur opløsning, kaldet 
Lysis
†
. Lysis virker nedbrydende på cellemembranerne, således at hybridplasmiderne 
passerer membranerne og bliver frit tilgængelige i lysisopløsningen. Derefter 
oprenses hybridplasmiderne.  
For at kontrollere, at de rigtige hybridplasmider er blevet oprenses, kontrolskæres 
disse med restriktionsenzymerne BamHI og XhoI, som også blev brugt til skæringen, 
se afsnit Skæring på s.38. Derefter foretages en gel-elektroforese på dem. De ønskede 
DNA-fragmentstørrelser vil være de samme, som gel-elektroforesen af oprensningen 
af DNA viste, se figur18. 
 
5.5.1 Fremgangsmåde 
 
Alle centrifugeringerne i fremgangsmåden foregår på maksimal hastighed. Figur 24 
illustrerer fremgangsmåden trin for trin.  
5.5.1.1Forberedelse af bakteriekolonier 
De transformerede og opformerede bakteriekolonier fra pladerne A, B og C fordeles i 
15 rør således, at vi har én bakteriekoloni pr. rør: 
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Bakteriekoloni A med 
pGADT7 AD-vektor + mAPI5 
C-400 
Bakteriekoloni B med 
pGADT7 AD-vektor + mAPI5 
C-369 
Bakteriekoloni C med 
pGADT7 AD-vektor + mAPI5 
N-293 
Rør A1 Rør B1 Rør C1 
Rør A2 Rør B2 Rør C2 
Rør A3 Rør B3 Rør C3 
Rør A4 Rør B4 Rør C4 
- Rør B5 Rør C5 
- Rør B6 - 
Tabel 8 illustrerer fordelingen af bakteriekolonier fra pladerne A, B, C i de 15 forskellige rør  
 
5.5.1.2 Høstning og lysering af bakterier  
 
De 15 rør med bakteriekolonierne 
centrifugeres i fem minutter således, at 
bakterierne adskilles fra test-pladerne og ender 
på bunden af rørene. Mediet kasseres.  
100μl Resuspension Solution† tilsættes nu til 
alle rør og der pipeteres op og ned for at 
blande cellerne og opløsningen.    
Til sidst tilsættes 200μl Lysis Solution†, for at 
nedbryde bakteriernes cellemembraner og 
rørene bliver forsigtigt vendt op og ned, så 
opløsningerne blandes. Her må der ikke 
centrifugeres og rørene må ikke stå længere 
end fem minutter, før næste trin udføres. 
5.5.1.3 Forberedelse af renset lysat 
 
350μl Neutralization Solution† tilsættes til 
rørene for at stoppe nedbrydningen af 
cellemembranerne. Rørene vendes op og ned 
fire-seks gange, så opløsningerne blandes. 
Herefter centrifugeres rørene i ti minutter. 
5.5.1.4 Forberedelse af mini-spinkolonner 
 
500μl Column Preparation Solution† tilsættes 
til 15 rør-kolonner. Rør-kolonnerne 
Figur 24 opsummer lyseringen 
 og oprensningen 
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centrifugeres i 60 sekunder og væsken i bunden kasseres.  
5.5.1.5 Binding af DNA til kolonner 
 
Det rensede lysat overføres til de forberedte kolonner og rør-kolonnerne centrifugeres 
i 60 sekunder.  
Væsken i bunden kasseres. Tilbage i filterne sidder nu bakterierester og 
hybridplasmiderne.  
 
 
5.5.1.6 Oprensning af DNA 
 
For at fjerne bakterieresterne fra filtrene tilsættes 500μl Optional Wash Solution† til 
rør-kolonnerne. Rør-kolonnerne centrifugeres i 60 sekunder og væsken i bunden 
kasseres. 750μl Wash Solution† tilsættes nu til rør-kolonnerne og disse centrifugeres i 
60 sekunder. Væsken i bunden kasseres og rør-kolonnerne centrifugeres tørre i to 
minutter. Den nydannede væske i bunden kasseres.  
5.5.1.7 Elution af renset hybridplasmider 
 
Rør-kolonnerne overføres til nye samlingsrør. 50 μl Elution Solution† tilsættes til alle 
rørene og rørene får lov til, at stå uberørte i 60 sekunder, hvorefter de centrifugeres i 
60 sekunder. De oprensede hybridplasmider er nu filtreret i samlingsrørene og filtrene 
kasseres.  
5.5.2 Kontrol 
 
For at kontrollere, om de transformerede bakterier indeholder de ønskede 
hybridplasmiderne, kontrolskæres de oprensede hybridplasmider med 
restrikstionsenzymerne BamHI og XhoI Vi kører derefter 10µl af kontrolskæringerne 
på gel-elektroforese for at bestemme fragmenternes størrelser. De resterende 10µl 
gemmes til kontrol, hvis gel-elektroforese ikke viser nogen resultater eller hvis 
markøren er forkert.   
5.5.3 Resultater 
 
Resultatet af gel-elektroforesen ses på figur 25. Brønd 2-5 indeholder skæringerne fra 
hybridplasmiderne pGADT7 AD-vektor + mAPI5 C-400, brønd 6-11 indeholder 
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Figur 25 viser resultatet af gel-elektroforesen efter lyseringen og 
kontrolskæringen. På figuren ses brøndene, der er markeret fra 1-
17 og rørene er markeret fra A1-A4, B1-B6 og C1-C5. I brønde 1 
og 17 ses størrelsesmarkøren
1
. De vigtige bp-størrelser er skrevet 
på venstre side af figuren. De udkårede bånd er cirklet med rødt. 
 
skæringerne fra hybridplasmiderne pGADT7 AD-vektor + mAPI5 C-369 og brønd 
12-16 indeholder skæringerne af hybridplasmiderne pGADT7 AD-vektor + mAPI5 
N-293. De udkårede bånd er cirklet med rødt på figuren. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.5.4 Resultatbehandling 
 
Efter kontrolskæringen af de oprensede hybridplasmider, forventede vi følgende bånd 
på agarosegelen: 
 mAPI5-fragment Bp 
Bakteriekoloni A mAPI5 C-400 1200 
Bakteriekoloni B mAPI5 C-369 1100 
Bakteriekoloni C mAPI5 N-293 800 
Tabel 10 viser bakteriekoloni A, B og C og deres forventede mAPI5-fragmenter og bp-størrelser 
 
Vi forventede dog, at nogle af mAPI5-fragmenterne fra kontrolskæringen måske ikke 
ville fremkomme på gelen, da den negative kontrolplade (Vektor + X10gold) fra 
transformeringen viste seks bakteriekolonier. Transformationsforholdene er beregnet 
til følgende bakteriekoloniernes transformationsforhold: 
 
 
 
 
 
 
Tabel 11 viser transformationsforholdene for bakteriekolonierne A, B og C. 
Bakteriekoloni Forhold 
A 19:6 
B 9:6 
C 11:6 
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Figur 26 viser resultatat af anden gel-
elektroforese af rørene A1-A4. På figuren ses 
brøndene, der er markeret fra 1-6 og rørene er 
markeret fra A1-A4. Størrelsesmarkøren
1
 ses i 
brønd 1 og 6. Den vigtige bp-størrelse er skrevet 
på venstre side af figuren. De udkårede bånd er 
cirklet med rødt. 
 
 
Vi kan se på figur 25, at ingen af pGADT7 AD-vektor + mAPI5 C-400 
hybridplasmiderne er blevet klippet, da ingen af deres bånd fremkommer ved 1200bp. 
Hybridplasmiderne pGADT7 AD-vektor + mAPI5 C-369 i brønd 7, 10 og 11 er 
blevet klippet og har deres forventede bånd ved 1100bp. Alle hybridplasmiderne 
pGADT7 AD-vektor + mAPI5 N-293 i brønd 12-16 er også blevet klippet og 
fremkomsten af deres bånd ses ved 800bp. 
 
Hybridplasmiderne pGADT7 AD-vektor + mAPI5 C-400 blev ikke klippet, derfor 
blev der foretaget en ny gel-elektroforese af rørene A1, A2, A3 og A4 blandt andet for 
at sikre, at bakteriekoloni A indeholdte nogle bakterier, der var transformerede med 
pGADT7 AD-vektor + mAPI5 C-400 hybridplasmidet. Resultatet af den nye gel-
elektroforese ses på figur 26. Vi kan se, at der forekom skæringer af 
hybridplasmiderne i brønde 3 og 4 ved 1200bp. Brønd 5 viser et plasmid, der har den 
forkerte størrelse, og som samtidigt ikke indeholder vores vektor på 8000bp, derfor 
ses der bort fra dette bånd, og rør A4 vil af denne grund ikke blive brugt til 
transformeringen af gærceller.  
 
 
Ud fra overnævnte resultatbehandling 
kan vi konkludere, at Rørene A2, A3, 
B2, B5, B6 og C1-C5 viste de ønskede 
mAPI5-fragmenter ved gel-
elektroforesen og disse vil blive brugt 
videre til co-transformeringen af 
gærceller. 
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5.6  CO-TRANSFORMATION AF GÆRCELLER  
 
For at få de dannede hybridplasmider, pGADT7 AD + mAPI5 C-400, pGADT7 AD + 
mAPI5 C-396, GADT7 AD + mAPI5 N-293, og det konstruerede pGBKT7 DBD + 
hNDRG2-hybridplasmid udtrykt i gærcellerne, co-transformeres disse ind i cellerne. 
Sammen med hybridplasmiderne transformeres også enkeltstrengede DNA-
fragmenter (ssDNA)*†, som vil fungere som hybridplasmidernes carrier.  
Udover transformeringerne af hNDRG2 og de tre forskellige mAPI5-fragmenter, 
transformeres DBD-hNDRG2 + AD-mAPI5 og DBD-p53 + AD-T-antigen, som vil 
fungere som positive kontroller. En negativ kontrol, DBD-hNDRG2 + AD, 
transformeres også ind i gærcellerne, se tabel 14. Funktionen og brugen af 
kontrollerne vil blive nærmere forklaret i afsnittet om kompleksdannelse på side 45.   
 
Ligeledes, som transformeringen af bakterierne foregik, bruges der kompetente celler, 
for at gøre transformeringen mulig, se afsnit Transformering af bakterier på s. 34. Da 
de kompetente AH109-celler er færdiglavede, vil fremstillingen af disse ikke blive 
beskrevet. Varmechok bruges igen for at tvinge de rekombinante hybridplasmider og 
ssDNA ind i gærcellerne.   
For at kontrollere, at gærcellerne har optaget de forskellige hybridplasmider udplades 
disse på DDO-plader, der er trp- og leu-frie. Pladerne vil således selektere de 
gærceller, som udtrykker de to hybridplasmider, da gærcellernes overlevelse vil være 
afhængig af Trp1- og Leu2-genet, som plasmiderne besidder.  
 
5.6.1 Fremgangsmåde 
 
Til at starte med koges 10mg/ml ssDNA i fem minutter, hvilket gør at 
hydrogenbindingerne ødelægges og strengen udfoldes, hvor det efterfølgende afkøles 
på is. Kogningen resulterer således i denatureret ssDNA og nedkølingen gør, at DNA-
strengen forbliver enkeltstrenget. Herefter blandes henholdsvis 10µl denatureret 
ssDNA, 2 l DBD-plasmid og 1 l AD-plasmid i seks forskellige E-rør, se tabel 12.  
Til alle seks opløsninger tilføjes der 100 l kompetente gærceller, som efterfølgende 
blandes ved vortex. Hernæst tilføjes der 600 l PEG/LiAc
†
 til alle rørene og disse 
vortexes i ti sekunder, da væsken er meget tyk. E-rørene inkuberes sidenhen ved 30
o
C 
med konstant rystning ved 300rpm i 30 minutter.  Imens inkubationen finder sted 
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tændes varmeinstrumentet til 42 °C. Efter inkubationen tilføjes 70 l DMSO
†
 til alle 
seks rør. DMSO trænger let gennem plasmamembraner og hjælper således 
hybridplamiderne ind i gærcellerne 
[49]
. Gærcellerne i E-rørene udsættes nu for 
varmechok ved 42
o
C i 15 minutter, hvilket resulterer i, at membranpermeabiliteten 
øges, hvorved transformeringen af hybridplasmiderne gennem cellemembranen finder 
sted. Herefter afkøles rørene på is i et til to minutter, hvilket gør, at gærcellernes 
membranpermeabilitet mindskes igen, således at hybridplasmiderne ikke kan trænge 
ud af cellerne igen. Efter afkølingen spinnes rørene ved maksimum hastighed i fem 
sekunder, hvormed gærceller ophober sig som pellet i bunden af rørene. Den 
overskydende væske kasseres og cellerne resuspenderes i 200 l 1 x YPDA. 
Kanamycin vil forhindre bakterievækst på pladerne.  
 
Rør Negativ test 
 
DBD-
hNDRG2 + 
AD 
Positiv test 
 
DBD- 
hNDRG2 + 
AD-mAPI5 
 
 
DBD- 
hNDRG2 + 
AD-C-400 
 
 
DBD- 
NDRG2 + 
AD-C-369 
 
 
DBD- 
NDRG2 + 
AD-N-293 
Super positiv test 
 
DBD-p53 + 
AD-T-antigen 
Denatured 
 ssDNA 
10 µl 10 µl 10 µl 10 µl 10 µl 10 µl 
pGBKT7-N2L 2 µl 2 µl 2 µl 2 µl 2 µl  
pGBKT7-53      2 µl 
pGADT7 1 µl      
Y2  1 µl     
mAPI5 C-400   1 µl    
mAPI5 C-369    1 µl   
mAPI5 N-293     1 µl  
pGADT7-TAg      1 µl 
Tabel 12 viser en oversigt over de seks forskellige rør og deres indhold, samt de forskellige mængder 
af DBD-plasmider og AD-plasmider, som skal co-transformeres. 
 
5.6.2 Kontrol 
 
For at kontrollere, at gærcellerne har optaget de forskellige hybridplasmider, udplades 
cellerne og mediet på seks forskellige DDO-plader, som lægges i plastikposer. 
Pladerne stilles til inkubation ved stuetemperatur i fem til syv dage. 
5.6.3 Resultater 
 
Efter fem dages inkubationstid, så gærkolonier i form af små røde prikker.  
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5.6.4 Resultatbehandling 
 
Da gærcellerne kunne danne kolonier på DDO-pladerne, kan vi konkludere, at 
cellerne har optaget de forskellige hybridplasmider og har udtrykt Trp1- og Leu2-
genet. Gærcellerne kan således bruges videre til at teste for kompleksdannelse mellem 
de hNDRG2 og mAPI5. 
5.6.5 Fejlkilder 
 
De dannede kolonier på pladerne var røde. Dette betyder, at pladerne ikke indeholdte 
nok Ade. 
 
5.7 KOMPLEKSDANNELSE FOR VORES FORSØG 
 
Udover de forskellige transformeringer laves der også to positive og en negativ, se 
tabel 12.  
Vi ved ud fra litteraturstudiet, at hNDRG2 og mAPI5 og p53 og T-antigenproteinet 
danner kompleks med hinanden 
[30]
. Vi forventer således en kompleksdannelse 
mellem disse i vores gær 2-hybridsystem og disse to komplekser vil fungere som 
vores positive og super positive kontrol.  Transformationen af den negative kontrol, 
DBD-NDRG2 + AD vil ifølge teorien bag TA, se afsnit gær 2-hybridsystem på side 
20,  ikke kunne danne kompleks med hinanden. 
DDO-pladen er vores kontrol, mens QDOX-pladen tester for alle vores reportergener.  
 
 
5.7.1 Fremgangsmåde 
De små røde kolonier fra co-transformeringen overføres til DDO- og QDOX-plader 
ved at opsamle kolonierne med tændstikker og plader dem ud i henholdsvis seks 
firkanter. 
 
5.7.2Kontrol 
Vi plader gærkolonierne ud på DDO-pladen som en ekstra kontrol.  
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5.7.3 Resultater  
I firkant 1-5 på DDO-pladen ses røde gærkolonier. I firkant 6 ses en hvid 
gærkoloni.  
I firkant 1-5 på QDOX-pladen ses ingen gærkolonier. I firkant 6 ses blå celler.  
 
 
Figur 27 viser resultaterne fra DDO-pladen.  
 
  
Figur 23 viser resultaterne fra QDOX-pladen. 
 
5.7.4 Resultatbehandling 
På QDOX-pladen forventede vi at se en kompleksdannelse i firkant 2, i mindst en af 
firkanterne 3-5 og i firkant 6, men der var ingen kompleksdannelse udover den super 
positive kontrol. Vi ved, at den tekniske del af forsøget blev udført korrekt, da vores 
super positive kontrol med de to kendte proteiner dannede kompleks.  
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For at teste, om de manglende kompleksdannelser skyldtes repotergenerne ADE2 og 
HIS3, lavede vi to ekstra forsøg. Denne gang blev gærcellerne igen udpladet på to 
forskellige plader; TDOX-plader, som var Leu-, Trp- og His-frie, men som indeholdte 
X-α-Gal og Ade, og DDOX-plader, som var Leu-fri, men som indeholdte Ade, His og 
X-α-Gal. 
 
       
Figur 29 viser resultaterne fra TDOX-pladen 
 
Figur 30 viser resulaterne fra DDOX-pladen 
 
Figur 29 og 30 viser ens resultater. På figurerne ses hvide gærceller i firkanterne 1-5 
kompleksdannelse, hvilket betyder, at ingen kompleksdannelse fandt sted. Der ses få 
grøn-blålige prikker, men disse er ikke store nok for argumentering af 
kompleksdannelsen mellem mAPI5 og hNDRG2. I firkant 6 er der sket en 
kompleksdannelse, da cellerne er blevet blå.  Da vi stadig ikke fik nogen ønsket 
kompleksdannelse, kan vi ikke vide, om der var noget galt med reportergenerne. 
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6 Diskussion 
 
Dette afsnit vil indeholde en diskussion over vores forsøgsresultater. Ligeledes vil vi 
sammenligne vores anvendte metode, co-transformationen, med en tidligere anvendt 
metode - mating.  
 
Den positive kontrol, som var kompleksdannelse mellem hNDRG2 og mAPI5, viste 
sig, at være negativ. Dette var ikke forventet, da tidligere studier har påvist 
kompleksdannelsen 
[3]
. Af denne grund har vi fået negative resultater i 
kompleksdannelsen mellem DBD-hNDRG2 + AD og henholdsvis mAPI5-
sekvenserne C-400, -C-369 og -N-293. Proteinkompleksdannelsen mellem p53 og T-
antigen protein, som var vores super positive kontrol, viste sig til gengæld som 
positive resultater. Dette kan skyldes, at bindingerne mellem P53 og T-antigen er 
kraftigere end bindingerne mellem mAPI5 og hNDRG2. Desuden kan der være flere 
faktorer, der er skyld i vores uventede resultater. En af disse faktorer kunne være, at 
vi anvendte co-transformation i stedet for mating. Forskellen mellem disse to metoder 
er, at man i mating sætter det ene plasmid ind i en gærcelle og det andet plasmid i en 
anden gærcelle af modsat køn, herefter parres de, og deres afkom bliver en gærcelle, 
der indeholder begge plasmider. Derimod tager man i co-transformationen de to 
forskellige plasmider og sætter dem begge ind i den sammen gærcelle.  
Tiden kunne også have en afgørende betydning, idet gærcellerne i mating får længere 
tid, og dermed en større mulighed for at indarbejde plasmiderne. 
 
En anden faktor kunne være, at vi ikke benyttede humane celler og at vi ikke 
benyttede et mamalian 2-hybridsystem. I vores forsøg anvendte vi gær 2-
hybridsystemet, der bruges som model for en mulig kompleksdannelse i humane 
celler. Dette betyder, at der skal tages højde for falsk positive og falsk negative 
resultater. Et misvisende resultat kunne skyldes, at strukturændringen i 
fusionsproteinernes primær struktur ved indsættelsen af AD og DBD, kunne resultere 
i en mulig ændring af proteinernes bindingsevner. En kompleksdannelse af de to 
proteiner i gærcellerne vil derfor være et falsk positivt resultat, da proteinernes 
strukturændring kan være skyld i den dannede kompleksdannelse. Derimod kunne et 
negativt resultat for kompleksdannelsen også være misvisende, da strukturændringen 
kunne være skyld i, at proteinernes oprindelige bindingsevner er blevet modificerede. 
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Ved hjælp af western blot kunne man undersøge proteiners struktur, strørrelse og 
tilstedeværelse og på denne måde undersøge, om der er sket en strukturændring. 
 
En yderligere faktor kunne være, at nogle af vores DNA-fragmenter er blevet 
forurenet med nukleaser under ligering. Dette medføre til et tab af nukleotider fra 
DNA‟et, hvor der efterfølgende kan opstå frameshiftmutationer*. Dette kunne 
undersøges, ved at udføre en DNA-sekventering*.  
 
Vi brugte gærceller i stedet for humane celler, hvilket kunne tænkes, at dette havde en 
betydning for kompleksdannelsen. Idet, humane celler indeholder flere forskellige 
proteiner end gærceller, kunne man formode, at gærcellerne har mangel på nogle 
bestemte egenskaber, som kunne hjælpe til med at få dannet et kompleks.  
 
Der kunne også have været fejl i et eller flere af vores reportergener. Vi formodede, at 
der var mangel på Ade i den første test for kompleksdannelse idet, at vores plader 
med de transformerede gærceller var røde. Derfor udførte vi endnu et forsøg, hvor vi 
tilsatte ekstra Ade og her fremkom der nogle små blå prikker, hvilket tyder på at der 
kunne har været fejl i vores reportergener 
[30].
 
7 Konklusion 
 
Ud fra vores resultater kan vi ikke konkludere, at de tre udvalgte mAPI5-fragmenter 
ikke kan danne kompleks med hNDRG2, da vores positive kontrol, DBD-NDRG + 
AD-API5, var negativ. Ydermere kan vi ikke konkludere, at det er vores fremstillede 
fusionsproteiner eller reportergener, der har påvirket vores resultater, da vi ikke har 
haft mulighed for at undersøge disse hypoteser. Vi kan derimod konkludere, at vores 
anvendte metode co-transformering ikke har været tilstrækkelig, da tidligere 
undersøgelser har påvist, at mAPI5 og hNDRG2 kan danne kompleks med 
hinanden
[3]
. Ud fra disse anskuelser kan vi således ikke besvare vores 
problemformulering, som satte spørgsmål til, hvilken del af mAPI5 danner kompleks 
med hNDRG2. Vi har heller ikke mulighed for at diskutere hNDRG2s funktion i de 
somatiske celler ud fra den ønskede protein-proteinkompleksdannelsen mellem de to 
proteiner.  
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8 Perspektivering 
 
Det kunne være interessant at gentage forsøget, men blot ved at bruge mating, som 
tidligere har været brugt til at påvise en positiv kompleksdannelsen mellem hNDGR2 
og mAPI5, i stedet for co-transformation.  
Derudover kan man undersøge proteinerne fra en kemisk synsvinkel. Her kunne det 
være interessant at undersøge, hvilke kemiske grupper på proteinsekvensen, der 
fungerer som aktive sites, og er villige til at danne kompleks med andre proteiner. 
Herunder kan man se, hvordan proteinet kemisk danner bindinger med andre 
proteiner. Til at undersøge dette, kan man anvende metoden, den x-ray krystallografi. 
Denne metode kan afsløre struktur, kemiske bindinger og funktioner af et protein. 
Dette kan hjælpe forståelsen for funktionen af hNDRG2, herunder 
kompleksdannelsen med mAPI5.  
Udover mating kan man benytte andre biofysiske metoder såsom genetiske metoder 
til at undersøge protein-protein interaktionen.  
Protein-proteininteraktioner har en essentiel betydning for alle processerne i den 
levende celle. Viden om disse interaktioner forbedrer vores forståelse af sygdomme 
og kan danne grundlag for nye behandlingsformer.  
En alternativ behandling af cancer ville betyde en mere skånsom behandling, både 
fysisk og psykisk. Det kunne også tænkes at det rent økonomisk kunne betale sig, at 
behandle cancer patienter med en opregulering af hNDRG2 end med kemoterapi og 
diverse medikamenter.  
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9 Ordliste 
 
Ord Betydning og forklaring 
 
Adenylylation en process efter translationen af et protein, hvor 
fosfodiesterbindinger sættes mellem f.eks hydroxyl 
gruppen på tyrosin og fosfatgruppen fra AMP. 
Alfahelix En højrehåndet snoet sekundær protein struktur stabiliseret 
af hydrogenbindinger mellem carboxyl og amid grupper i 
backbone. 
Annealing Processen, hvor enkeltstrengede nukleinsyremolekyler 
bliver til dobbeltstregnede. 
Bait Et gen som koder for et ønsket protein. 
Coenzym Hjælper enzymer med at fuldføre deres funktion. 
DNA-sekventering Bestemmelse af baserækkefølgen i et DNA 
Fosfordiesterbindinger Bindinger som forbinder 3‟ hydroxyl (3‟ -OH) delen af 
sukker-molekylet i aminosyrer, som esterificeres til en 
fosfat-gruppe som binder til modsatte sukker-molekyles 5‟ 
–hydroxyl ende. 
Frameshiftmutationer Ændring af aminosyrersekvensen 
Fusionsproteiner Proteiner som er sammensat af to forskellige DNA-
sekvenser som koder for ens proteiner. 
Glioblastoma Hjerne cancer tumor. 
Gliom Hjernetumor som udgår fra hjernens støttevæv. 
Kompetente celler Celler som har tilpassede cellevægge, hvilket gør det 
nemmere at transportere fremmed DNA ind i cellen. 
Palindrom sekvens En basesekvens i en DNA-streng som er identisk med den 
komplementere streng, når de hver for sige læses i samme 
retning. (Eks. Kajak) 
Prey Et gen fra DNA-library. Også kendt som Open reading 
Frame. 
Proteomi Studie af proteiner. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 52 
10 APPENDIKS 
 
En liste med supplerende materiale til rapporten. 
 
10.1 APPENDIKS A 
MATERIALELISTE 
Skæring   
1M Tris-HCl pH 8 Tris base, pH tilpasses med koncentreret HCl, autoklaveret. 
NEB3 (10X): 500mM Tris-HCl, pH 7,9, 100mM MgCl2, 1000mM NaCl, 10mM 
dithiothreitol (DTT) Denne buffer er fortyndet til 1X i DNA 
fragmentering.  
Enzymer Restriktionsenzymerne BamHI og XhoI er fra New England 
Biolabs eller Fermentas 
 
Oprensning af 
DNA-fragmenter 
 
  
Følgende materialer 
Indgår i  
High Pure PCR product purification kit 
0,5M EDTA pH 8 EDTA, natrium salt, pH tilpasses med 5M NaOH, autoklaveret. 
TBE (10X) 1M Tris-HCl pH 8,4, 0,9M Boric acid, 100mM EDTA. Denne 
buffer er fra Invitrogen og er fortyndet til 1X TBE før brug 
Isopropanol 100% 
Binding buffer 3M Guanidin Hydrochlorid (GITC),  10nM Tris-HCl pH 6,6, 5% 
EtOH (ethanol) 
Wash buffer 20mM NaCl, 2mM Tris-HCl pH 7,5, 80% EtOH 
Elution buffer (TE) 10mM Tris-HCl, 1mM EDTA, pH 8,5 
 
Ligering 
 
  
Ligation buffer Indeholdende ATP, er fra New England Biolabs or Fermentas 
   
T4 DNA-ligase 1x T4 DNA-ligase indeholdende;  50 mM Tris-HCl, 10 mM 
MgCl2, 10 mM Dithiothreitol, 1 mM ATP. Er fra New England 
Biolabs eller  Fermentas. 
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Transformering af 
bakterier 
  
Amp-plade, pr liter 10g bacto-trypton 
5g bacto-gærekstrakt 
10g NaCl 
pH 7,2 tilpasses med 5M NaOH, blandes og autoklaveres. 
Til pladerne tilføjes der 20g/l agar før autoklavering. 
Antibiotika tilføjes som en steril opløsning efter autoklavering og 
kølning. Til sidst tilføjes 100μg/ml Ampicillin. 
SOC-medie  Er en modificering af LB-mediet -tilsat ekstra sukker. 
LB-plade, pr liter 10g bacto-trypton 
5g bacto-gærekstrakt 
10g NaCl 
pH 7,2 tilpasses med 5M NaOH, blandes og autoklaveres. 
Til pladerne tilføjes der 20g/l agar før autoklavering. 
Antibiotika tilføjes som en steril opløsning efter autoklavering og 
kølning.  
 
Lysering og 
oprensning 
 
  
Plasmid DNA kit Opløsningerne er fra „The GenElute Plasmid Miniprep Kit” fra 
Sigma (sammensætningen af opløsningerne er ikke beskrevet): 
- Resuspension Solution 
- Lysis Solution 
- Neutralization Solution 
- Preparation Solution 
- Optional Wash Solution 
- Wash Solution 
- Elution Solution 
 
Transformering af 
gærceller 
 
  
10mg/ml denatureret 
ssDNA 
Klippede, denatureret DNA fra silde testikler, fungerer som DNA 
transportør. (Clontech), koges før brug. 
50 % PEG 50g PEG 3350 (polyethylenglycol) i 100ml, autoklaveret 
1M LiAc 10,2g LiAc (Lithium acetate dihydrate) i 100ml, autoklaveret. 
DMSO (fumehood) Dimethylsulfoxid 
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2xYPDA medium, pr. 
Liter 
100g YEPD (Yeast Extract Peptone Dextros) bruges som vækst 
medie af gæren. (fra Invitrogen) 
60mg Adeninium sulfat, pH 6,5 tilpasses, blandes og autoklavers 
ved 121°C i 15min. 
Til pladerne tilføjes der 20g/l agar før autoklavering. 
Antibiotika tilføjes som en steril opløsning efter autoklavering og 
kølning. Til sidst tilføjes 100μg/ml Kanamycin, så bakterierne 
selekteres.  
 
Test for 
kompleksdannelse I 
 
  
 
 
 
DDO medie, pr liter 26,7g Minimal SD base, indeholdende ammoniumsulfat, dextrose,, 
en kulstofkilde og en gær-nitrogen base. (Clontech) 
0,64g af Dropout supplementterne; Leu og Trip (Clontech) 
30mg Adeninium sulfat Autoklaveres ved 121°C i 15min 
Til pladerne tilføjes 20g/l agar før autoklavering 
QDOX medie, pr. Liter 26,7g Minimal SD base, indeholdende ammoniumsulfat, dextrose,, 
en kulstofkilde og en gær-nitrogen base (Clontech) 
0,6g af Dropout supplementterne; Leu, Trip, His og Ade 
(Clontech) 
30mg Adeninium sulfat Autoklaveres ved 121°C i 15min 
Til pladerne tilføjes 20g/l agar før autoklavering. 
Efter autoklavering og kølning. Til sidst tilføjes 10 μg/ml X-alpha-
gal i QDOX-pladerne. 
20 mg/ml X-α-gal Opløst Dimethylformamid (DMF), opbevaret ved -20°C 
 
Test for 
kompleksdannelse II 
  
  
DDOX medie, pr. Liter 26,7g Minimal SD base, indeholdende ammoniumsulfat, dextrose,, 
en kulstofkilde og en gær-nitrogen base. (Clontech) 
0,64g af Dropout supplementterne; Leu og Trip  (Clontech) 
30mg Adeninium sulfat Autoklaveres ved 121°C i 15min 
Til pladerne tilføjes 20g/l agar før autoklavering 
Efter autoklavering og kølning. Til sidst tilføjes 10 μg/ml X-alpha-
gal i DDOX-pladerne. 
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TDOX medie, pr. Liter 26,7g Minimal SD base, indeholdende ammoniumsulfat, dextrose,, 
en kulstofkilde og en gær-nitrogen base (Clontech) 
0,6g af Dropout supplementterne; Leu, Trip, His og Ade 
(Clontech) 
30mg Adeninium sulfat Autoklaveres ved 121°C i 15min  
Til pladerne tilføjes 20g/l agar før autoklavering. 
Efter autoklavering og kølning. Til sidst tilføjes 10 μg/ml X-alpha-
gal i TDOX-pladerne 
20 mg/ml X-α-gal Opløst Dimethylformamid (DMF), opbevaret ved -20°C 
 
Gel-elektroforese 
  
  
EtBr 4mg/ml Ethidiumbromid opløst i vand, opbevaret i mørke ved 4°C 
1% Agarosegel 0,7-1g agarose (Invitrogen) og 100ml 1X TBE buffer, koges i 
mikroovn. Efter køling tilføjes 10μl EtBr. 
Størrelsesmarkør 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) i Storage buffer (67ng/μl). 
Blue Juice (10X): 10mM Tris-HCl, pH 7,6, 60mM EDTA, 60% glycerol og 0,03% 
w/v bromphenol blå (vandrer ved ~300bp DNA). Denne buffer er 
fortyndet til 1X ved blanding med DNA. 
Storage Buffer 10mM Tris-HCl, pH 7,5, 50nM NaCl, 0,1mM EDTA 
Running Buffer 1X TBE 
Loading dye TBE, sugarose, bromphenol blåt, (6X) 
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VEKTOR PGADT7 AD 
 
 
VEKTOR PGBKT7 BD 
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10.2 APPENDIKS B 
RESTRIKTIONSENZYMER 
Restriktionsenzymer er endonukleaser, som genkender og spalter dobbeltstrengede 
DNA-molekyler mellem specifikke palindromsekvenser, også kaldet restriktionssites.  
Restriktionsenzymer bliver brugt til skæring og indsættelse af fremmed DNA i 
plasmid vektorer. Der findes mange varianter af restriktionsenzymer, og hvert 
restriktionsenzym genkender ét bestemt restriktionssite og klipper fosfordiester og 
hydrogenbindinger indenfor dette site.  
Valg af enzym bestemmer derfor, hvor DNA-strengen klippes op. Resultatet bliver to 
restriktionsfragmenter.  Hvert enkelt fragment har en 5‟ fosfat-ende og en 3‟ 
hydroxyl-ende.  
Har restriktionsfragmenterne mindst en enkeltstrengede ende, kaldes denne en sticky 
end.  Sticky ends danner hydrogenbindinger med baseparrene på den komplementære 
sticky end, som er klippet op af samme enzym. Disse bindinger er kun midlertidige. 
Ønskes bindingen permanent, skal der DNA-ligase til. DNA-ligase klistrer både 
backbone og hydrogenbindinger sammen.    
Nogle restriktionsenzymer kløver rent igennem DNA-helix på den samme position og 
på begge strenge, og danner blunt ends.  
 
Restriktionsenzymernes biologiske funktion er at forsvare organismen mod 
indtrængen af fremmed DNA, f.eks. virus, ved at klippe det fremmede DNA op. Dog 
er restriktionsenzymerne også et uundværligt redskab for gensplejsningsteknikker, 
hvor det bruges til skæring og til at lave rekombinant DNA, se figur 31.  
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Figur 31 viser et eksempel på restriktionsskæring med enzymet EcoRI, der har restriktionssite‟et 
G↓AATTC, og dannelsen af et rekombinant DNA-molekyle [3] 
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10.3 APPENDIKS C 
GEL-ELEKTROFORESE  
Gel-elektroforese er en teknik, der bruges til at adskille forskelligt DNA eller 
proteiner i en gel. Teknikken gør det muligt at oprense ønskede DNA-fragmenter fra 
en prøve, samt måle antallet af basepar i en DNA-prøve eller længden af forskellige 
proteiner.  
Gel-elektroforese af DNA udnytter den negative ladning, som fosfatgrupperne på 
nukleotiderne besidder under normal pH-værdi, til at separere DNA af forskellig 
længde i gelen. De geler, der bruges, skal være gennemsigtige og faste for at opnå det 
bedste og mest præcise resultater. 
 
Tape og kammen i støbningsbakken fjernes forsigtigt fra gelen. Running Buffer
†
 
hældes i runningskammeret. DNA-prøven opblandes med BlueJuice (10X) og 
blandingen pipettes til brøndene i gelen ved katoden, som bliver kørt på 100 volt. 
BlueJuice tilsættes, da dette vil gøre DNA-fragmenterne synlige i gelen. Ydermere 
indeholder farven sukerose, som søger for at DNA‟et bliver tungere end gelen og på 
denne måde synker DNA‟et ned til bunden af brøndene. Spændingsforskellen i gelen 
gør, at katoden vil frastøde de negative DNA-fragmenter, mens anoden, der er 
tilsluttet til den anden ende af gelen, vil tiltrække DNA‟et, se figur 32. DNA-
fragmenterne vil således løbe igennem gelen fra minus til plus. De mikroskopiske 
huller imellem molekylerne i gelen medfører, at DNA-molekylerne har sværere ved at 
løbe gennem gelen, jo større det er. Det vil sige, at de mindste DNA-fragmenter vil 
løbe hurtigere end de større. Typisk vil man også tilsætte en DNA Ladder med kendte 
længder i de yderste brønde, se appendiks D. På denne måde kan man sammenligne 
stigens længde med de kørte DNA-fragmenters størrelse. 
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Figur 32 viser en grafisk fremstilling af gel-elektroforese. En spændingsforskel mellem katode og 
anode får DNA-fragmenterne til at løbe gennem agarosegelen. De mindste fragmenter vil bevæge sig 
hurtigst, mens de større har sværere ved at trænge igennem de mikroskopiske huller i gelen. På denne 
måde adskilles de forskellige størrelser af DNA. 
[55]
 
 
Efter, at gelen er kørt, vil DNA-fragmenterne ligge sorteret i forskellige bånd efter 
antallet af basepar. De bånd med ens antal basepar vil således ligge oven i hinanden. 
Båndene alene ses ikke med det blotte øje, men da gelen indeholder ethidiumbromid, 
som binder sig til DNA‟et, er det muligt at opspore det enkelte bånd. Ethidium er 
synligt i ultaviolet lys, som bruges ved fotograferingen af den færdigkørte gel. 
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10.4 APPENDIKS D 
1KB PLUS DNA LADDER 
1kb Plus DNA Ladder fra firmaet Invitrogen, er egnet til 
størrelsesbestemmelse af lineære dobbeltstrengede DNA-
fragmenter, som ligger fra 500bp til 12kb. DNA-fragmenter under 
500bp kan derfor være svære at påvise. Er DNA-fragmenterne 
ioniserende kræfter for svage, kan båndene fremkomme slørede og 
uklare. 
 
Stigens 12 bånd indeholder alle 1 til 12 gentagelser af et 1018bp-
langt DNA-fragment. Udover disse 12 bånd indeholder stigen 
vektor-DNA-fragmenter, der strækker sig fra 75 til 1636bp. 
1636bp-båndet indeholder 10 % af massen, som er anvendt til 
gelen.   
 
Til gel-elektroforese, på agarosegel, anbefaler Invitrogen, at der 
bruges BlueJuice (10X) ved en koncentration på 2X. Denne buffer 
fortyndes til 1X ved blanding med DNA. 
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10.5 APPENDIKS E 
LIGERING 
Ligeringen foregår ved dannelsen af fosfordiesterbindinger mellem 3‟hydroxyl-enden 
på et nukleotid og 5‟ fosfat-enden på nabonukleotid. Adenosin trifosfat (ATP) er et 
nødvendig coenzym* for katalyseringen af ligasereaktionen.
 
Ligasereaktionen foregår 
i tre forskellige trin.  
 
1) Trin et er adenylylation* af DNA-ligase, hvor ATP binder sig til ligasens 
aktive center. Samtidigt sker der en defosforlation af ATP således, at en 
pyrofosfatgruppe* (PPi) frigives og ATP bliver til Adenosin monofosfat* 
(AMP), se figur 33: 
 
Figur 33 viser adenylylation af T4 DNA-ligase og defosforlation af ATP til AMP og frigivelsen af PPi. 
 
 
2) I trin to overføres AMP til 5‟ fosfat-enden på det ene nukleotid, hvilket 
medfører dannelsen af et pyrofosfatbånd. 
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Figur 34 viser overførsel af AMP fra T4 DNA-ligase til det ene nukleotid 
 
3) Trin tre er dannelsen af et fosfordiesterbånd mellem 5‟fosfat-enden og 3‟ 
hydroxyl-enden på nabonukleotidet: 
Figur 35 viser dannelse af et fosfordiesterbånd mellem 5‟ fosfat-enden på et nukleotid og 3‟ hydroxyl-
enden på nabonukleotidet 
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10.6 APPENDIKS F 
Forkortelsesliste  
 
Forkortelse  
 
Betydning 
AAC11 Anti-apoptose klon 11 
ACIN1 Acinus 
AD Aktivationsdomæne 
ade Adenin 
ADE2 Adenin 2 
AH109 Bestemt gærstamme 
amp Ampicillin 
AmpR Ampicillinresestent 
API5 Apoptose inhibitor 5 
BAMHI Restriktions enzym, der genkender 
sitet G'GATCC 
Bak. Bakterier 
B-celler Bursa of Fabricius -celler 
β-Gal  Beta-galactosidase, 
c-DNA Complementary(komplementær) 
DNA 
c-Myc Transkriptions faktor 
DBD DNA bindingsdomæne 
DCS Dendritiske celler 
DDO Double dropout 
DDOX Double dropout + X-α-Gal 
DMSO Dimethyl sulfoxide 
DNA Deoxyribonukleinsyre 
E-coli Escherichia coli 
E-rør Eppendorfrør  
E2F E2F transkriptions faktor  
Gal4 Gallinacin-4 
Gal4p  Gallinacin-4 protein 
Gal4-AD Gallinacin-4-Aktivationsdomæne 
Gal4-DBD Gallinacin-4'- DNA bindingsdomæne 
his Histidin 
HIS3 Histidin3genet 
KanR Kanamycinresistensgen 
kb Kilo base 
LacZ Koder for β-galactosidase 
LB Luria-Bertani 
leu Leucin 
Leu2 Leucin2genet 
LiAc Lithium acetate dihydrate 
LZ Leucin zipper 
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mAPI5  Mus-apoptose inhibitor 5 
MEL1 Koder for α-galactosidase 
Myc Transkriptions faktor 
NDRG2 N-MYC Downstream Regulated 
Gene 2 
NEB3 Nuclear extraction buffer 3 
PCD Programmed cell death 
(Programmeret celle død) 
PCR Polymerase Chain Reaction 
PEG Polyethylene glycol 
p-53 Protein 53/ tumor protein 53 
QDOX  Quadruple dropout 
rpm Rounds per minute 
ssDNA Single-stranded DNA 
TA Transkriptionsaktivatorer  
TAE Tris-acetate-EDTA 
TBE Tris-Borate-EDTA 
TDOX  Triple dropout 
Trp Tryptofan 
Trp1 Tryptofan1genet 
T4  Bakterieofagen, T4 
UAS Upstream Activation Site 
μl Mikroliter 
UV Ultraviolet 
XhoI Restriktions enzym, der genkender 
sitet C'TCGAGC 
X-α-Gal  5-bromo-4-chloro-3-indolyl alfa-D-
galactopyranoside 
YPDA Yeast peptone dextrose adenine 
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